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RESUMEN

Los compuestos aminos se encuentran en los alimentos de manera natural o como
resultado de un proceso de transformacion, su importancia recae en el beneficio que
confiere a la salud de quien lo consume, no obstante, en concentraciones no adecuadas
ejerce efectos negativos para la salud. El chocolate es una fuente de aminas biégenas
producto del proceso fermentativo como la tiramina. El objetivo del estudio fue cuantificar
la tiramina en chocolate para taza a distintas concentraciones de cacao (var. forastero)
procesado en el recinto de analisis de café y cacao de la Universidad Nacional de Jaén.
Las concentraciones empleadas fueron de 100 %, 70 % y 40 % de cacao, la calidad del
chocolate se caracterizO mediante juicio de expertos quienes determinaron el perfil
sensorial del producto en estudio, la capacidad antioxidante se evalué considerando los
ensayos ABTS, DPPH, FRAP y los compuestos fenélicos totales por la metodologia Folin-
Ciocalteu, la identificacion y cuantificacion de tiramina se caracterizd por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). De las concentraciones estudiadas se obtuvo mejor
valoracién por atributo al chocolate con concentracion de cacao de (70 % y 100 %). Se
identificé la capacidad antioxidante y compuestos fendlicos totales con mejor presencia el
chocolate al 100 % de concentracion de cacao en los ensayos estudiados ABTS, DPPH,
FRAP y fenoles totales; con la cromatografia se confirmé que el chocolate con
concentracion de cacao al 100 % presentd la mayor concentracion de tiramina (8.38 mg/L),
mientras que la de 40 % mostré la menor cantidad (0.37 mg/L). Finalmente, se concluye
gue por método cromatogréafico se pudo cuantificar la presencia de tiramina, obteniendo

un mayor porcentaje el chocolate con mayor concentracion de cacao en su elaboracion.

Palabras clave: Cacao, aminas biégenas, tiramina, cromatografia liquida, capacidad

antioxidante.



ABSTRACT

Amino compounds are found in foods naturally or as a result of a transformation process,
their importance lies in the benefit they confer to the health of those who consume them,
however, in inadequate concentrations they have negative effects on health. Chocolate is
a source of biogenic amines produced by the fermentation process, such as tyramine. The
objective of the study was to quantify tyramine in cup chocolate at three concentrations of
cocoa (var. forastero) processed at the coffee and cocoa analysis facility of the National
University of Jaén. The concentrations used were 100%, 70% and 40% cocoa, the quality
of the chocolate was characterized by expert judgment who determined the sensory profile
of the product under study, the antioxidant capacity was evaluated considering the ABTS,
DPPH, FRAP assays and total phenolic compounds by Folin-Ciocalteu methodology, the
identification and quantification of tyramine was characterized by high performance liquid
chromatography (HPLC). Of the concentrations studied, the best attribute evaluation was
obtained for chocolate with a cocoa concentration of (70 % and 100 %). The antioxidant
capacity and total phenolic compounds were identified with better presence in chocolate at
100 % cocoa concentration in the studied methods ABTS, DPPH, FRAP and total phenols;
with chromatography it was confirmed that chocolate with 100 % cocoa concentration
presented the highest concentration of tyramine (8.38 mg/L), while that of 40 % showed the
lowest amount (0.37 mg/L). Finally, it is concluded that by chromatographic method it was
possible to quantify the presence of tyramine, obtaining a higher percentage in the

chocolate with a higher concentration of cocoa in its preparation.

Key words: Cocoa, biogenic amines, tyramine, liquid chromatography, antioxidant capacity.
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l.  INTRODUCCION
1.1. Descripcién del problema de investigacion

Jaén, provincia norte del departamento de Cajamarca es considerada zona con
sobresaliente recurso biolégico que contribuye a la buena formacion de productos
alimenticios. El cacao es considerado como uno de los alimentos de mayor abordaje
debido a lo exquisito de sus caracteristicas organolépticas que hacen del producto
procesado, un producto Unico, siendo un producto reconocido, el chocolate en taza

(Aprotosoaie et al., 2016).

La Camara Peruana del Café y cacao clasifica las especies de cacao Criollo como
variedad natural de sabor medio que llega a producir la mejor calidad del cacao, Forastero
que deriva de la variedad robusta y Trinitario considerado como una combinacién de la

diversidad Criollo y Forastero (Dostert et al., 2012; Erazo Sol6rzano et al., 2021).

Para procesar chocolate se requiere del cacao como materia primaria que puede
mezclarse con diversos productos como lacteos, azucares y/o edulcorante. El chocolate,
para recibir dicha denominacion, deberéa contener, extracto seco, mayor al 35 % de extracto
seco del total de cacao, constituido por 18 % como minimo de manteca de cacao y 14 %

como valor menor de extracto seco magro de materia de cacao (Codex Alimnetarius, 2016).

Armuelles y Pefialba, (2023) indican para el proceso el cacao y obtencién de
chocolate se requiere de los granos frescos desprendidos de la vaina del cacao que seran
puestos a fermentar de tres a siete dias consiguiendo la licuefaccion, la separacion de
pulpa mucilaginosa y el desarrollo de aroma, color y sabor logrando determinar la calidad
del cacao en polvo obtenido. La etapa de secado se puede realizar de manera artesanal
por secado solar al aire libre, actualmente para evitar el deterioro por bacterias se emplea
horno secador de aire caliente. Para la etapa de tostado se debe de obtener la semilla que
se encuentra dentro del grano de cacao, desarrollando el sabor y color final, distendiendo
la cascara, para lograrlo se requiere de una temperatura que oscile entre los 95 °C a 145
°C. Se sigue con la etapa de formacion de croquetas, alcalinizacion, esterilizacion y
prensado, etapa final en la que se separa la manteca de cacao del licor (material

particulado no graso), el licor obtenido es insumo para la fabricacion de chocolate.

Deus, Bispo, et al., (2021); do Carmo Brito et al., (2017); Erazo Solérzano et al.,
(2021) indican que la etapa de fermentacién del grano de cacao es preponderante para la
formacion y concentracion de aminas bidgenas, estas son consideradas como compuestos
que en condiciones adecuadas resulta beneficiosa para la salud. La tiramina y la histamina
son aminas bidgenas relacionadas con alteraciones alimentarias como intoxicacion por

ingesta de alimento; en el caso especifico de intoxicacién por tiramina se presenta
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alteracion arterial, cefalea y posible dificultad hipertensiva en personas con padecimiento

hepatico. (Dala-Paula et al., 2023).

La informacidn con la que se cuenta respecto a la dosis permisible de tiramina en
el organismo es limitada y dada la posibilidad de intoxicacion por su consumo es que
resulta importante realizar estudios que diluciden la identificacion y cuantificacion de las
mismas. El alimento seleccionado para la determinacion de tiramina es el chocolate para
taza, debido a que es un alimento de amplio consumo en las zonas cacaoteras y por

estacionalidad.
1.2. Formulacién del problema de investigacion

¢, Cual es el método de cuantificacion para la amina biégena tiramina en chocolate

procesado para taza con cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)?
1.3. Objetivo de investigacion
Objetivo general

- Cuantificar tiramina en chocolate para taza a tres concentraciones de cacao
(var. Forastero) procesado en el laboratorio de café y cacao de la
Universidad Nacional de Jaén (UNJ)

Objetivos especificos

- Caracterizar el perfil sensorial del chocolate para taza a concentraciones de

(100 %, 70 % y 40 %) de cacao através de la valoracion de juicio de experto.

- Determinar la capacidad antioxidante y contenido total de compuestos
fendlicos del chocolate para taza obtenido a tres concentraciones de cacao
de (100 %, 70 % y 40 %).

- ldentificar tiramina (amina biogénica) en chocolate para taza a tres
concentraciones de cacao mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC)

1.4. Formulacion de la hipotesis de investigacion

Si se aplica la metodologia de cromatografia liquida de alta resolucién en chocolate
procesado para tasa, se identificard y cuantificara la concentracién de aminas biogénicas

(tiramina).
1.5. Justificacion e importancia de investigacion

El cacao es un grano obtenido de la semilla del Theobroma cacao, alimento

conocido por sus caracteristicas nutricionales, es procesado para obtener cacao en polvo,



13

manteca de cacao y licor de cacao, que representa el producto basico para el

procesamiento de chocolate.

En estado natural, el cacao presente diversos compuestos bioactivos, polifenoles,
aminas biogénicas, entre otros compuestos que salen a relucir durante o después del
proceso de industrializacion, Dada la caracteristica de los componentes bioactivos y
polifenoles de ser agentes favorables para el bienestar del ser humano y, las aminas
biogénicas que surgen con la fermentacion del grano, proceso propio de la

descarboxilacion microbiana de aminoacidos libres.

Dentro de aminas biogénicas presentes en los granos de cacao fermentado destaca
tiramina, triptamina, feniletilamina (Palomino Vasco, 2021). La tiramina interactlia con los
farmacos inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQ), ocasionando crisis hipertensivas

de consecuencias variables (Bressan Martin, 2020; Fuzikawa et al., 1999).

En Jaén, provincia perteneciente a Cajamarca, se procesay comercializa chocolate
en taza, obtenido del cacao cosechado en el mismo departamento o de zonas aledafias,
de variedades Criollo, Forastero y Trinitario. El cacao Forastero, se distingue por ser
variedad de baya verrugosa, de textura liza, de 18 a 20 cm de longitud (Moreno Fuentes,
2014), es una de las variedades mas empleado para elaboracion de chocolate en tazay,
pese a su gran demanda no se ha estudiado en su debida magnitud la presencia de aminas
biogénicas, mas aun, en consideracion a sus posibles efectos clinicos; en ese sentido, el
analisis realizado se identifica y cuantifica la existencia de tiramina en chocolate para taza

a diferentes concentraciones de cacao.
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MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Subroto et al., (2022) estudiaron las propiedades fisicoquimicas, aceptabilidad
sensorial y actividad antioxidante de una barra de chocolate enriquecido con nanopatrticulas
lipidicas sdlidas (SLN) de acido galico, obteniendo como resultados que la adicién de &cido
SLN-gélico afectaba a las particularidades fisicoquimicas, sensoriales como también la
actividad antioxidante de las tabletas de chocolate, a mayor concentracién de adicion de
acido galico SLN mayor era la actividad fendlica total y antioxidante. El mejor tratamiento
se obtuvo afadiendo 5 % de acido SLN-galico en tabletas de chocolate con un IC50 de
174.24 + 2.48.

Salman et al., (2022) cuantificaron la presencia de tiramina (TYM) en diferentes
tipos de alimentos utilizando sintesis verde de puntos cuénticos de ficus carica como sonda
fluorescente; la adicion gradual de TYM a los puntos cuanticos de carbono de poliamina;
para determinar la TYM se aplicé a alimentos como queso viejo, carne curada, salchichas,
aceitunas en vinagre y conservas de pescado. Se concluyd que el limite inferior de
cuantificacion (LOQ) resulté ser de 1.68 mg mL™.

Deus, Bispo, et al., (2021) investigaron los cambios de aminas bioactivas durante la
fermentacion del cacao, emplearon una mezcla comercial de semillas de cacao Forastero
(Theobroma cacao L.); determinando la presencia de aminas bioactivas a través de
cromatografia liquida de fase inversa de par io6nico, utilizando el sistema HPLC Shimadzu,
encontraron feniletilamina a 60 h de fermentacion y serotonina a 72 h de fermentacion; los

niveles de aminas biégenas totales predominaron entre 96 - 120 h.

Tuenter etal.,, (2021) estudiaron la composicién fitoquimica y la comparaciéon
cuantitativa para el chocolate negro con leche y blanco con chocolate Rubi, lograron
cuantificar un total de 19 compuestos: 18 en chocolate amargo, 15 en chocolate con leche,
13 en chocolate rubi y 2 en chocolate blanco. Estos compuestos incluyen flavan-3-oles,
proantocianidinas, flavonoides, metilxantinas, aminoacidos, acidos organicos y aminas

biogénicas (triptamina, 5-hidroxitriptéfano, serotonina, tiramina y Salsolinol).

Deus, Resende, et al., (2021) estudiaron técnicas de clonacién para mejorar los
rasgos agronémicos y responder a la demanda de chocolate fino; mediante andlisis FTIR y
técnicas convencionales predijeron concentraciones de aminas bioactivas, compuestos
fendlicos y el potencial antioxidante del chocolate negro monoclonal. Los modelos
guimiométricos basados en datos FTIR proporcionaron predicciones satisfactorias de las
concentraciones de las aminas: espermidina, triptamina, cadaverina y tiramina; asi como

compuestos fendlicos y actividad antioxidante mediante Rancimat.
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Tuenter et al., (2020) basaron su investigacion en el licor de cacao y el chocolate
producido desde granos de cacao de Africa Occidental y Ecuador, logrando identificar y
cuantificar metabolitos secundarios, aminas biogénicas mediante HS-SPME GC-MS
(cromatografia de gases de micro extraccién en fase solida con espacio de cabeza -
espectrometria de masas). y UPLC-HRMS (cromatografia liquida de ultra rendimiento -
espectrometria de masas de alta resolucion). Las muestras de Ecuador contenian
procianidina B2 y serotonina en cantidades relativamente altas, mientras que un nivel mas

alto de L-tirosina y la tiramina fue caracteristica de las muestras de Africa Occidental.

Lemarcq et al., (2020) estudiaron cambios inducidos por el proceso de tueste en
granos de cacao con respecto a la piramide del estado de amino, logrando cuantificar
aminas biogénicas (serotonina, triptamina, tiramina) y el salsolinol; el tostado a 130 °C
durante 30 minutos presentd efecto positivo en el nivel de aminas biogénicas resultantes
de la descarboxilacion de aminoécidos. Concluyendo que los componentes que potencian
la faseanimico, como la triptamina, la serotonina y el salsolinol, incrementaron notoriamente
al tostarlos a 130 °C por un tiempo de 30 minutos, siendo negativo al llegar a tostar a 160

°C durante 30 min.

Quiroz-Reyes y Fogliano, (2018) disefiaron el procesamiento del cacao para
obtener productos sanos optimizando la existencia de componentes fendlicos y
melanoidinas. Las habas de cacao Forastero y Criollo procesadas mostraron, mayor
contenido en grasa y elevado contenido fendlico, el tostado mas severo disminuyé la
centralizacion de componentes fendlicos totales en ambas variedades. La actividad
antioxidante por DPPH fue mas alta para la variedad Forastero (> 20 kDa). Concluyendo
que un disefo apropiado del proceso de tostado y la seleccion adecuada de la variedad de
cacao pueden optimizar el potencial saludable del cacao; especialmente las melanoidinas

y los compuestos fendlicos.

Oracz y Nebesny, (2014a) estudiaron al proceso de tostado y su efecto en la
presencia de aminas biogénicas en semillas fermentadas de siete muestras de cacao
fermentado y seco de diferentes variedades. La evaluacion cromatogréafica se efectud por
cromatografia liquida UHPLC+ Dionex UltiMate 3000, identificadas por cotejo de periodo
de parada de los espectros de absorbancia UV-visible y la cuantificacion por método
estandar interno. Lograndose observar un incremento de aminas biogénicas después del
procedimiento de tostado de la semilla fermentada y secada de cacao, siendo la tiramina
la amina con mayor presencia en los granos de cacao crudos, y para los granos tostados

predomind la 2-feniletilamina.
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2.2. Marco conceptual
2.2.1. Cacao
a. Definicion

El grano de cacao es obtenido de las semillas del arbol Theobroma cacao L., es
considerado como el principal recurso para la elaboracion de productos orientados al
consumo masivo, como también lo es el polvo de cacao, el chocolate en barra y otros
productos resultantes del cacao, que son muy afectos por los clientes a nivel mundial
(Oracz y Nebesny, 2014a; Tuenter et al., 2021). El cacao posee aroma y sabor Gnico que

corresponde a la region de donde proviene, con los afios se posicionado como una materia

prima agricola generadora de divisas al pasi (Gémez—Molina et al., 2019).
b. Variedad

En la actualidad se ha desarrollado programas de mejoramiento génético orientado
a generar mayor rendimiento y resistencia a diversas plagas clasificandolo en 10
conglomerados principales o grupos (Motamayor etal., 2003), aunque la limitacién
tradicional de grupos, sin considerar base cientifica, lo resume en tres variedades de
Theobroma cacao: criollo, forastero y trinitario.

Rodriguez-Velazquez et al., (2022) indica que la variedad de cacao criollo proviene
de arboles esbeltos, cuyos frutos son estrechos y de color amarillo, generalmente con una
cascara delgada y decorativa, sus granos poseen una calidad superior en comparacion
con el cacao forastero y trinitario. Sin embargo, el cacao criollo presenta una baja
produccién y una mayor vulnerabilidad ante plagas; la produccion global de cacao del 5 al
10 por ciento proviene de esta variedad. El cacao Criollo se considera de excelente calidad
porque tiene un aroma intenso, un amargor reducido, una pulpa dulce y sabores que

recuerdan al caramelo y a las nueces (Erazo, 2025; Erazo Solérzano et al., 2021).

Erazo Sol6rzano et al., (2021); Rodriguez-Velazquez et al., (2022) respecto a la
variedad forastero indican que sus frutos tienen forma amelonada, poseen cubierta
resistente y lefiosa con una textura relativamente suave y semillas aplanadas, son de color
verde y las semillas son de calidad inferior en comparacién con el cacao criollo se
distinguen por su mayor resistencia a enfermedades en relacion al cacao criollo, esta
variedad se desarroll6 en las zonas elevadas de la cuenca amazénica (entre los rios Napo,
Putumayo y Caqueta), representando aproximadamente el 80% de la produccién global de
cacao, siendo la variedad de mayor comercializacion; los granos de cacao criollo y
forastero destacan por su intenso aroma y sabor, recibiendo el reconocimiento de "cacaos

finos 0 aromaticos". Los frutos tienen una forma alargada y un color verde.
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Rodriguez-Velazquez et al., (2022) cree que esta variedad se formo cuando un tipo
criollo se cruzé de manera natural con un forastero brasilefio, las muestras presentan
rasgos morfolégicos y genéticos de ambas razas. Esta variedad aparecié en Trinidad y
Tobago. Tiene granos de tamafio medio a grande y cotiledones que son de un tono marron,
es mas resistente a enfermedades y produce mas que el cacao criollo, aunque su calidad
es inferior. El cacao trinitario representa del 10 al 15 por ciento de la produccion a nivel
mundial. Se cultiva en lugares como Granada, Jamaica, Trinidad y Tobago, Colombia,

Venezuela y en la regién de América Central (Erazo, 2025) .

Figura l

Variedad de cacao (Theobroma cacao L.)

Criollo Forastero Trinitario

c. Taxonomia
Dostert et al., (2012) brinda un alcance respecto a la taxonomia del cacao.

Tabla 1

Taxonomia del cacao (Theobroma cacao L.)

Caracteristica

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Division Dicotiled6nea

Clase Dilleniidae

Orden Malvales

Fanilia Malvaceae

Subfamilia Sterculioideae

Género Theobroma

Especie Theobroma cacao L.

Subespecie (D Theobroma cacao L. subesp. cacao: grupo criollo

(i) Theobroma cacao L. sphaerocapum (chev.): grupo forastero.
Nota: Tomado de Dostert et al., (2012)

Tabla 2

Delimitacion de la subespecie de Theobroma cacao L.



18

Organo

Theobroma cacao subsp. cacao

Theobroma cacao subsp. Sphae

Forma del fruto

Superficie del
fruto

Pericarpo y
mesocarpo

Semillas

Cotiledones

Alargado, claviforme, fusiforme o
anguloso-ovalado, mitigado hacia el
soporte y apicalmente apiculado

Alrededor de 10 costillas notables o
con 5 costillas y rugosa

Pericarpo moderadamente rugoso,
mesocarpo lefioso delgado

Ovadas o elipticas, normalmente
redondas em vista transversal

Amarillos o blanco-amatrillentos

Eliptico, casi esférico o mas o
menos cuadrado, redondeado en
ambos bordes

10-surcada y lisa o levemente
rugoso

Pericarpo muy delgado,
mesocarpo lefioso robusto

Ovadas, poco compressas.

Pdrpuras o violeta oscuros

Nota. Tomado de

Dostert et al., (2012)

d. Composicion quimica del grano de cacao

El grano de cacao presenta composicion quimica variable, esto en consideracion a

factores como la variedad, indice de madurez, estado de fermentacion y tiempo de secado.

Los componentes quimicos del grano de cacao son: el contenido de agua, grasa, materia

nitrogenada (proteinas y purinas), almidén y compuestos fendlicos (Aldave Palacios, 2016).

Tabla 3

Composicién quimica del grano de cacao (Theobroma cacao L.)

Compuesto Para 100 gramos de muestra
Agua 3-7
Grasas (%) 50 - 58
Triacilglicéridos (%) 97
Acido palmitico 24.1-27.1
Acido estearico (%) 32.9-37.6
Acido oleico (%) 32.7-37.6
Acido linoleico (%) 2.3-3.7
Proteinas (%) 10-15
Almidon (%) 6
Celulosa (%) 9
Glucosa, fructosa, sacarosa 0.08-15

Nota. Tomado de Rodriguez-Velazquez et al., 2022

e. Postcosecha

Considerando lo mencionado por Oliveras Sevilla, (2007), una vez obtenido la

almendra del cacao es necesario proceder con el tratamiento postcosecha siguiente:

Figura 2

Proceso de beneficio del cacao
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Se realiza al momento 6ptimo de madurez, obteniendo los granos del
Recoleccién fruto. Esta etapa resulta primordial para garantizar la buena calidad
del grano.

En el grano se acentla el aroma y sabor; favorece el procesamiento
Fermentacion | de la accién microbiana, el aire y las elevadas temperaturas. Esta
constituido por dos fases i. hidrdlisis o alcohdlica, ii. Oxidacion.

Etapa que depende del tipo de proceso a realizar, consiste en eliminar

Lavado .
por completo la presencia de pulpa
El cacao en estado crudo esta conformado por 60 % de humedad que
debe reducirse al 7 %, para ello se expone el grano a camaras de
Secado

secado.
El proceso debe evitar altas temperaturas que deterioran el sabor.

Se limpia el cacao del material extrafio, apartando el grano bueno del
Clasificado malo para obtener un producto similar en tamafio.
Puede realizarse a mano o a través de una zaranda.

Se emplea sacos de yute de 60 kg de capacidad.
Envasado Se almacena a Humedad de la almendra igual a 7 % y Humedad
relativa del aire < 70 %

Nota. Adaptado de (Oliveras Sevilla, 2007)

El procedimiento inicia con la transformacion del producto recolectado en campo y

culmina como un producto a comercializar se le conoce como beneficio del cacao.
2.2.2. Chocolate
a. Definicién
Denominacién comun que se brinda al adecuado procesamiento basado en la
transformacién del cacao que son susceptibles a unirse con productos lacteos, azlcares,
edulcorantes u otros insumos regulados. La obtencion de diversos productos de chocolate

es posible adicionar una gran variedad de alimenticios comestibles como los excluidos de

la harina del almidén y distintas grasas animales (no vacuno) (Codex Alimnetarius, 2016).
b. Procesamiento

Oliveras Sevilla, (2007) detalla el proceso automatizado para la elaboracion de
chocolate indicando que las etapas principales son: tostado, molienda, mezcla, molido fino,
conchado, templado, moldeado y envasado; existe una etapa adicional denominada

alcalinizado, esta es empleado cuando se requiere obtener polvo de cacao desgrasado.
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Figura 3
Proceso de obtencién de chocolate para taza

Se tamiza el grano de cacao crudo para eliminar impurezas.
Tostado El proceso es automatico a temperatura de 130 °C por tiempo
estimado de 15 a 20 minutos.

Los granos son molidos repetidas ocasiones y por friccion y presion
Molienda se logra obtener una mezcla espesa y liquida, de la que se puede
obtener chocolate o cacao en polvo

Los insumos (pasta de cacao, manteca de cacao, azUcar y leche) son
Mezcla mezclados en una amasadora para obtener una pasta homogénea
gue seré pasada por el molino.

Se hace uso de una refinadora, por medio de rodillos de acero se logra

Molido fino . . , .
reducir las particulas de cacao y de azlcar hasta obtener 25 micras.
Se calienta la masa de chocolate a 80 °C, con agitadores se amasa
la pasta de cacao produciendo la “caramelizacion” (pérdida de
Conchado

humedad y &cidos volatiles) obteniendo la emulsion. El refinado dura
de 1 a 3 dias a temperatura entre 50 a 60 °C.

Se obtiene la cristalizacion del chocolate (1 % de cristales estables y
Templado 99 % de cristales inestables) que garantiza el moldeado. Se calienta
a temperatura no mayor de 35 % para el moldeado respectivo
|
Se dispersa la masa en estado liquido de cacao en moldes, estos
Moldeado pasan por un tunel a baja temperatura para endurecerse y tomar la
forma definitiva.

Se trasladan para ser envasados en papel aluminio por una
Envasado empaguetadora posteriormente son introducidos en cajas Yy
encinchados en pallets para su distribucion y comercializacion.

Nota. Adaptado de Oliveras Sevilla, (2007)

2.2.3. Compuestos bioactivos

Es considera como metabolito de caracter secundario (Nyayiru Kannaian et al.,
2020) o como sustancia quimica presente en cantidades pequefias pudiendo ser de origen
vegetal y animal (Al-Shamsi et al., 2018; Nyayiru Kannaian et al., 2020), con la peculiaridad

de aportar beneficio a la salud de quien lo consume. (Robles-Valdivia et al., 2022)
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Para Robles-Valdivia etal., (2022) los componentes bioactivos entran en la
categoria de nutracedticos, y estan considerados componentes esenciales y no esenciales

que se generan en estado natural, formando parte de la cadena alimentaria.

El reino vegetal distingue cuatro agrupaciones de compuestos bioactivos, siendo
tres de ellos (sustancias fendlicas, sustancias terpénicas, sustancias azufradas) de
requerimiento en la agroindustria para ser constituyente de frutas y vegetales, y el cuarto

no (sustancias nitrogenadas como el alcaloides) (Chacén Ortiz et al., 2021).
a. Compuestos fendlicos

Su principio basa en las especies vegetales, en la actualidad se regulan de manera
genética (cuantitativa y cualitativa). Se sabe que, al estar herida una planta, esta segregara
fitoalexinas (fenoles de defensa para una posible agresion fungica o bacteriana), favorecen
a la pigmentacion de la planta, de igual modo, al ser oxidados los fenoles, generan una
coloracién parda a las quinonas, siendo en repetidas ocasiones indeseable (Espin y
Samaniego, 2016; Quesada-Arguedas et al., 2024).

b. Compuestos no fendlicos
- Sustancias terpénicas

Pico Hernandez et al., (2019); Quesada-Arguedas et al., (2024) indica que Estas
son moléculas lineales formadas por unidades isoprenosas de polimero con propiedades
antioxidantes que protegen los lipidos y los componentes celulares, como los radicales, el
superoxido y los ataques hidroxilo reactivos, como el oxigeno, el superéxido y los grupos
hidroxilo reactivos. Los terpenos conocidos son el L (+) limoneno, el escualeno y los
carotenoides, ampliamente distribuidos en productos vegetales verdes, cereales y

leguminosas (Gamez-Villazana, 2022).
- Sustancias azufradas

Gamez-Villazana, (2022) los considera compuestos 6rgano-sulfurados, pudiendo

ser hidrosolubles o liposolubles y caracterizado por tener elevada actividad antioxidante.
- Sustancias no nitrogenadas

Biol6gicamente son considerados extremadamente activos en todo el reino vegetal,
pudiendo generar inconveniente téxicos aun si se emplearan minimas cantidades, destaca

el caso del alcaloide de la solanina en la papa (Izcara Sierra, 2023)
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Tabla 4
Estudios que indican el método-equipo empleado para el andlisis de compuestos

bioactivos presentes en alimentos

Alimentos Método - equipo Compuesto bioactivo Referencia
Queso afigjo, Puntos de carbono de Tiramina (Salman et al.,
embutido, aceitunas sintesis verde de Ficus 2022)

encurtidas y
conservas de
pescado.

Cacao

Cerveza de: cereza,
frambuesa,
durazno,
albaricoque, uva,
ciruela, naranjay
manzana

Vinos

Calabaza amarga o
Melén amargo

Aroeira (Pimienta
Brasilefia o Rosa)

Maracuyé (pasiflora
setacea)

Bagazo de
maracuya

Guanébanay Polvo
de guanabana

Leche de camello

Vinos cabemet
sauvignon

Te de hiervas

carica

Andlisis multivariable,
proceso de fermentacion

HPLC

HPLC acoplado a
espectrémetro de masas
de triple cuadrupolo
(MS/MS)

Extraccién asistida por
ultrasonido (EAU): normal
y pulsado

U-HPLC

Espectrometria de masa
iGnica

HPLC Shimadzu
espectrofotbmetro

Extraccién de lipidos a
presion (PLE) asistida por
ultrasonido

Extraccién con absorcion
de barra agitada (SBSE)
con el sistema GC-MS

Electroforesis, HPLC

Espectroscopia (FT-MIR)
infrarroja media por
transformada de Fourier

Método colorimétrico
HPLC

Aminoécidos libres y
aminas bioactivas

Flavonoide, Catequina,
Quercetina, Miricetina,
Resvaratrol, Acidos
fendlicos clorogénico,
neoclorogénico.

Acido galico, acido
cafeico, Quercitina, Acido
fendlico, resveratrol

Polifenoles totales

Flavonoides,
Biflavonoides, Caroteno,
Acido linoleico

Perfil flavonoides,
Aminas bioactivas,
Vitamina C, Fenoles.

Compuestos fendlicos,
Piceatannol, Estilbeno

Fenoles totales,
Carotenoide, Flavonoide

Péptidos bioactivos

Fenoles totales,
Antocianinas totales,
Taninos, flavonoides

Polifenoles totales,
flavonoides,
proantocianidinas,
taninos, carotenoides,
alcaloides

(Deus, Resende,
etal., 2021)

(Nardini y
Garaguso, 2020)

(Valentin et al.,
2020)

(Chakraborty
et al., 2020)

(de Oliveira et al.,
2020)

(Ortega-Sanchez
et al., 2020)

(Vigané et al.,
2020)

(Santos-Leite
Neta et al., 2019)

(Al-Shamsi et al.,
2018)

(Grijalva-Verdugo
etal., 2018)

(Qasim et al.,

2017)

Nota. Adaptado de “Avances en la determinacidon de compuestos bioactivos en alimentos” (Gamez-Villazana,

2022)
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c. Capacidad antioxidante

La accion antioxidante en un alimento es considerado como la aptitud de sus
componentes fitoquimicos (antioxidantes) para causar oxidacién de los radicales libres,
son consideradas reactivas, pudiendo causar dafios celular en el organismo (de Souza
et al., 2014; Mufoz et al., 2022; Ramos-Escudero et al., 2021). Dentro de los métodos de

determinacion de la capacidad antioxidante tenemos:
- Método ABTS

El Cation radical o prueba de cambio de ABT [2,2-azobis- (3-0Tilbenzotiazolina-6-
sulfénica] y absorcion secundaria maxima hasta 660,734 y 820 nM proporciona un color
verde azulado. Cuando el trolox (vitamina analdgica soluble E). Como predeterminado, el
método se llama TAC (Capacidad antioxidante equivalente de Trolox) (Dorantes-Salazar
et al., 2023; Londofio Londofio, 2012)

- Método DPPH

Este ensayo fue inicialmente propuesto por la marca: Williams66. El DPPH es uno
de los radicales organicos estables, muestra un color purpura fuerte, es comercialmente
accesible y no es necesario crear como ABTS. El ensayo se basa en una capacidad
antioxidante para estabilizar el DPPH radical. La reaccién de estabilizacion se cree
principalmente a través de la inversién marginal de TAH (Dorantes-Salazar et al., 2023;
Londofio Londofio, 2012).

- Método FRAP

La capacidad de reduccién de hierro para la potencia de plasma/ antioxidante en la
reduccion de hierro (FRAP) se basa en la capacidad del fenol para reducir el complejo
triyridilo triyil negro amarillo (confianza (Fe(lll) - TPTZ (2, 4, 6-tri(2-Piridil)-1, 3, 3, 5-triazina))
complejo negro azul (Fe(ll) - TPTZ) después del antioxidante Efectos de los donantes de
electrones. La absorcién se puede medir para verificar la cantidad de hierro reducido y se

puede correlacionar con la cantidad antioxidante (Dorantes-Salazar et al., 2023).
2.2.4. Aminas bidgenas
a. Generalidades

A los compuestos nitrogenados, no protéico se les denomina aminas biégenas es
factible encontrarlos en diferentes alimentos. Entre los mas habituales destacan la
histamina, tiramina, putrescina, cadaverina, triptamina, B-feniletilamina, espermina y
espermidina. El procedimiento de andlisis recomendado y empleada establece la presencia

de esta composicion es la denominada cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
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debido a que este procedimiento denota precision, exactitud y especificidad (Matissek,
2023).

Rio et al., (2020); Rivero y Sanz, (2017) indica que desde la perspectiva de la
biologia, las aminas bidgenas presentan funcionalidad especifica en relacion al organismo
gue lo contiene es decir, en vegetales algunas aminas biogenas participan en el desarrollo
celular como conclusion al estrés generado o al envejecimiento propio del proceso, un caso
practico es la participacién de aminas en la transmisidn nerviosa o control de la presién

sanguinea en animales.

Pese al requerimiento de este tipo de compuesto, investigaciones indican que el
proceso de descarboxilacion de los aminoacidos al cual es sometido el alimento debida a
la intervencién de microorganismos (dando origen a la produccion de aminas biégenas) y
la subsiguiente ingesta en elevadas acumulacién produce consecuencias dafiinas para el
ser vivo que lo consume (do Carmo Brito et al., 2017; Rivero y Sanz, 2017; Silva et al.,
2023). La intoxicacion de alimentos por histamina es la mas usual de encontrar, es
originada por la histidina, elemento que en determinadas condiciones es producida por el
consumo de pescados; otro componente que destaca es la tiramina (originado por la
tirosina) es frecuente en el consumo de quesos, en su gran mayoria (Rivero y Sanz, 2017)
y derivados de cacao (Silva et al., 2023). Es contraproducente la disposicion de aminas
bidbgenas en elevadas concentraciones, se vuelve desacertado para el ser humano, como
es el caso de la cadaverina y la putrescina que tienden a potenciar la accién de otras
aminas biégenas, dando lugar a la generacién de nitrosamidas, pese a lo descrito, la
histamina es la Gnica amina biégena que se encuentra regulada por let en la Unién Europea
por el Reglamento N° 1019/2013, fechada el 23 de octubre de 2013.

b. Tiramina

Para Salman et al., (2022) la tiramina es una amina biol6égicamente activa. En
consideracién a su estructura quimica la tiramina pertenece al grupo de aminas aromaticas
(Leonard et al.,, 2022; Rivero y Sanz, 2017). Para Dai et al., (2024) la tiramina se ha

considerado un peligro bioldgico para alimentos y bebidas.

La tiramina (TYM) es un compuesto liberador de catecolaminas y causantes de
crisis hipertensivas a causa de una combinacion con inhibidores de la monoaminooxidasa
(IMAO); por lo que resulta esencial realizar andlisis a diversos alimentos (queso afiejo,
embutidos, aceitunas encurtidas, conservas de pescado y chocolates) para los pacientes
hipertensos y para la mejora de las industrias alimentarias (Salman et al., 2022). Es
considerada entre las aminas biégenas como la de mayor efectividad entre las aminas

presoras (Salman et al., 2022). Da lugar con la maduracion de frutas y verduras, como
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también en el procesado y afiejado de muchos alimentos, por la descarboxilacion

bacteriana de la tirosina (Lan et al., 2024; Paparella et al., 2025).

De las amina biogénica, la tiramina es considerada con mayor prevalencia en
productos alimenticios generada por descarboxilacion de la tirosina (Lan et al., 2024; Yao
et al., 2024). Alimentos y bebidas fermentados (Amenu y Bacha, 2024; Famakinwa et al.,
2024; Zhang et al., 2019), como quesos, pescados fermentados, salsas de soja, vinos y
otros, probablemente contengan un cierto nivel de tiramina (Leonard et al., 2022; Zhang
et al., 2019).

La tiramina, que se incluye en la dieta, actualmente no tiene un efecto hipertensivo
porque el nivel de la pared intestinal y el higado es una oxidasa-monoamine enzima, que
antes de la circulacion entra en la tiramina oxidada a su derivado inofensivo del acido

fendlico (khan y Nawaz, 2016)
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. METODOLOGIA

3.1. Método de investigacion

El método de la investigacion es aplicada, experimental y cuantitativa.
3.2. Disefio de investigacién

El disefio del estudio es de tipo experimental y de enfoque cuantitativo.
3.3. Poblacién y muestra

3.3.1. Poblacion

Cacao en grano de variedad forastero cosechado en la provincia de Jaén entre los
meses de marzo - abril de 2023.

3.3.2. Muestreo
No probabilistico por conveniencia
3.3.3. Muestra

40 kg de cacao en grano de variedad forastero del distrito de Bellavista, provincia
de Jaén cosechado entre los meses de marzo - abril de 2023, de los cuales se procesé
chocolate para taza a concentraciones de 100 %, 70 % y 40 % de cacao.

3.4. Operacionalizacion de las variables de estudio

La operacionalizacion se basa en la definicion conceptual y operacional de las

variables de estudio como también su dimensionamiento e indicadores.
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Operacionalizacion de las variables
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Variable

Definicién conceptual

Dimension

Definicién operacional

Indicador

Independiente

Formulacién de
chocolate para
taza

Cantidad de cacao utilizado
para procesar chocolate
procesado para taza.

Concentracién de
cacao: 100 %, 70
%, 40 %

Obtencién de chocolate para
taza a concentraciones de cacao
diferentes (var Forastero)

Insumo Especificaciéon

Extracto seco (ES) de cacao 235%
Manteca de cacao 218 % ES
Almidén <8%
Extracto seco magro (ESM) de 214 % ES

cacao

Dependiente

Perfil sensorial

Opinion calificada de un
experto para estimar valores

Caracterizacion

Determina atributos del
sensorial del

perfil
chocolate

Intensidad (0-10)
Descripcién del atributo del perfil

cuantitativos y cualitativos en  sensorial procesado evaluado bajo la ficha sensorial (cualitativo)

una muestra especifica sensorial de licor de cacao. Calidad (0-10)
Determina la capacidad

Es la capacidad del chocolate Capacidad antioxidante de cacao

DPPH: (umol Trolox

Actividad para taza para evitar la antioxidante concentracién en chocolate para equivalente/g)
antioxidante degradacion oxidativa, por la equivalente a un taza, atrapa el radical 2,2-difenil- F% AP: ( mo? Fe?*/g)
cabida para retener los Estandar: ABTS, 1-picryl-hidrazyl-hidrato (DPPH), ABTS: (“mol TE/ )g
radicales libres. DPPH, FRAP con estandar Trolox. FRAP, - 9
ABTS
Contenido total de .
Cuantificacion de grupo fenol en
. compuestos que poseen el : .
Contenido de ; o chocolate para taza asociados al mg de equivalentes
grupo fenol unido a Caracterizacion ; S P 1
Fenoles totales L P reactivo de Folin-Ciocalteu. La de acido galico/ 100
estructuras aromaticos 0 quimica

alifaticas que posee un aceite
esencial.

cuantificacion se hace con el
estandar acido galico.

g de AE

Cuantificacion
de tiramina

Bases organicas de bajo
peso molecular que tienen
una alta actividad biolégica
(Oracz y Nebesny, 2014b)

Compuesto amino
especifico
(tiramina)

Identificacion y cuantificacién de
tiramina en funcién al espectro
liquido y determinacion de su
cantidad relativa en
consideracion al area total de los
picos del compuesto amino
tiramina en un cromatograma.

mg tiramina /100g chocolate
procesado
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3.5. Técnicas e instrumento de recoleccién de datos

Para la recoleccion de datos se utilizaran técnicas de evaluacion e

instrumentales.

Tabla 6

Sintesis de los métodos, técnicas e instrumentos empleados para la recoleccion de
datos

Evaluacién Método Técnica Instrumento

Obtencion de

Aleatorio simple Inspeccién visual Proceso productivo
muestra P P P

L, Ficha de evaluacion
Caracterizacion

: Juicio de expertos Perfil sensorial sensorial del licor
de atributos
de cacao
Componentes Ensayo ABTS, DPPH y . .
antioxidantes FRAP Fluorescencia Espectrofluorimetro
Corppuestos M_etodo de Folin- Espectrofotométrica Espectrofluorimetro
fenolicos Ciocalteu
Determinacién de g Cromatograma
Cromatografico Cromatograma

aminas bidégenas liquido

3.5.1. Obtencién de chocolate parataza

Para la obtencion del chocolate para taza se consideré cacao de variedad
forastero, obtenido del distrito de Bellavista, provincia de Jaén; la materia primafue
trasladada al Centro de produccion de Café y Cacao de la Corporacion Universitaria de
la Universidad Nacional de Jaén (UNJ) con insumos adicionales como: manteca de

cacao (var. forastero), almidén de trigo y extracto seco magro de cacao (var. Forastero)

Descripcién del proceso para obtener de chocolate parataza al 100, 70y 40 % de

cacao

- Recepcién de materia prima: al centro de produccion de café y cacao de la
UNJ ingresé 20 kg de granos seleccionados de cacao (var. Forastero), con humedad
relativa de 8%

- Tostado: se realiz6 a una temperatura de 80°C durante 20 minutos,

obteniendo del proceso 17 kg de granos de café tostado.

- Descascarillado: se procedio6 aretirar la cdscara deshidratada de los granos

de cacao tostado, obteniendo 14,5 kg de nibs de cacao.
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- Molido: con un molino de discos semi industrial hechizo se molieron los nibs

procedentes del proceso anterior para obtener producto requerido.

- Formulacién: en consideracion al Codex Alimnetarius, (2016) se obtuvo las
proporciones requeridas de los nibs molidos y demas insumos para en el proceso de

elaboracion de chocolate para taza al 100, 70 y 40 % de cacao (Tabla 6).

- Refinado: una vez homogenizado los insumos obtenidos para la
formulacion al 40 % de cacao se procedio al refinado durante 6 horas a una temperatura
de 40 °C. El proceso de repitié para la formulacién al 70 % y 100 % de cacao.

- Temperado: la obtencién de pasta del moldeado, el producto obtenido del
refinado se someti6 a una temperatura de 28 °C, homogenizando la masa para la etapa

siguiente.

- Moldeado: en moldes de policarbonato estandarizados con peso de 90
gramos se coloc6 la mezcla temperada de chocolate para taza con concentracion de
cacao al 100, 70y 40 %.

- Enfriamiento: a temperatura de 10 °C y por 12 horas se procedié a la
refrigeracion del chocolate en los moldes respectivos, conservandolos hasta su
posterior desmoldeado.

- Envasado: el chocolate para taza se desmoldd, envaso y rotulé en bolsas

bilaminadas de 90 g de capacidad, para su posterior analisis y evaluacion.
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Figura 4
Diagrama de flujo de proceso de elaboracién de chocolate para taza a 100, 70y 40

% de cacao
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Formulaciéon para obtener de chocolate para taza al 100, 70 y 40 % de cacao

En consideracion a los indicado en el Codex Alimnetarius, (2016) respecto a la
elaboracion de chocolate para taza, se realizé los calculos para la formulacién al 100,
70y 40 % de cacao

Tabla 7
Formulaciéon empleada para elaborar chocolate para taza al 100, 70y 40 % de

concentracion de cacao (var. Forastero)

100 % de cacao 70 % de cacao 40 % de cacao

Insumo Especificacion
% Kg % Kg % Kg

Extracto seco (ES) de > 35 % 100 260 70 1820 40  1.040
cacao
Manteca de cacao =218 % ES -- -- 8 0.208 3 0.078
Almidén <8 % - - 7 0.182 7 0.182
Extracto seco magro 214 % ES -- -- 15 0.390 50 1.300
(ESM) de cacao

Total 2.60 2.60 2.60

3.5.2. Perfil sensorial

La evaluacion del perfil sensorial estuvo a cargo de tres catadores certificados,
las muestras fueron codificadas en consideracién a la concentracion de cacao y al
namero de repeticion, los evaluadores recibieron informacién previa del producto mas
no de las concentraciones de cacao que tenian cada una de las muestras, evitando
suspicacia al momento de la evaluacion. El proceso inici6 con la disposicion de nueve
muestras de chocolate para taza por catador, las mismas que representaron a las

concentraciones del 100, 70 y 40 % de cacao con sus muestras por triplicado.

Con apoyo del instrumento denominado “Ficha de evaluacion sensorial de licor
de cacao” (Anexo 3) se procedio a la cata de cada muestra considerando descriptores
de olor, aroma, acidez, amargor, astringencia, sabor (cacao, dulzor, frutas secas, frutas
frescas, nuez, floral, especias, otros), regusto y defecto (Murcia-Artunduaga et al.,
2022), para lo cual se tom6 10 gramos aproximadamente por muestra para su
respectiva evaluacion, antes de pasar a la muestra siguiente se consumié un trozo de
galleta y agua para limpiar el paladar. Una vez concluida la evaluacion, fue consolidada

para su posterior analisis.
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3.5.3. Actividad antioxidante

Para la determinar la capacidad antioxidante requeridos de métodos
estandarizados como el DPPH, ABTS que se analizan por medio del trolox, el FRAP
que considera los iones de hierro en su analisis y el contenido de fenoles totales, se

detalla el procedimiento:
a. Desgrasado de las muestras de chocolate para taza

Segun los estudios de (Fernandez-Romero et al., 2020; Summa et al., 2006)
con algunas adaptaciones, el polvo de chocolate fue desengrasado utilizando éter de
petréleo. Para ello, se tomaron 10 gramos de chocolate rallado y se colocaron en tubos
Falcon de 50 ml. Posteriormente, se afiadieron 40 ml de éter de petréleo y se sometid
la muestra a centrifugacion a 10000 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4
°C en una centrifuga refrigerada. Después de la centrifugacion, se elimind el
sobrenadante. El material desengrasado obtenido se dejo secar con aire a temperatura
ambiente durante un periodo de 24 horas.

b. Preparacion del extracto de las muestras

Se tom6 un gramo de muestra desgrasada para obtener los extractos y se
afiadieron 10 mL de metanol-agua (80:20, v/v), tal como se describe en Brand-Williams
et al., (1995); Medina-Mendoza et al., (2023). Posteriormente, el extracto se llevo a
centrifugar a 10000 rpm durante 10 min, luego se filtré6 con papel de filtro (Whatman
N°40) y el sobrenadante se mantuvo refrigerado en ausencia de luz. El extracto
preparado se utiliz6 para analizar el contenido fendlico total y la Capacidad

antioxidante
c. Capacidad antioxidante

La Capacidad antioxidante se determiné mediante los métodos ABTS, DPPH y
FRAP.

d. Parael ensayo de ABTS

El procedimiento siguié el método de de Souza et al., (2014); Re et al., (1999).
El cation radical ABTS++ se generé mediante la reaccién de 5 ml de solucién acuosa
de ABTS (7 mM) con 88 uL de persulfato de potasio 140 mM (concentracion final de
2,45 mM). La mezcla se mantuvo en la oscuridad durante 16 h antes de su uso y luego
se diluyé con etanol para obtener una absorbancia de 0,7 + 0,05 unidades a 734 nm
usando un espectrofotometro. Se dejd que los extractos de fruta (30 puL) o una
sustancia de referencia (Trolox) reaccionaran con 3 ml de la solucién radical ABTS

azul-verde. La disminucién de la absorbancia a 734 nm se midi6 después de 6 min.
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Para la calibracion se utilizaron soluciones etandlicas de concentraciones conocidas
de Trolox. Los resultados se expresan como micromoles de equivalentes de Trolox

(TE) por gramo de peso fresco (umol de TE/gm).
e. Lacapacidad de eliminacion de radicales libres del DPPH

Se estim6 utilizando el método de Brand-Williams et al., (1995); Ramos-
Escudero et al., (2021) con algunas modificaciones. Brevemente, la solucién de DPPH
(600 uM) se diluyé con etanol para obtener una absorbancia de 0,7 £ 0,02 unidades a
517 nm. Se dejo6 que los extractos de fruta (0,1 ml) o una sustancia de referencia trolox
reaccionaran con 3,9 ml de la solucién de radicales DPPH durante 30 minutos en la
oscuridad y se control6 el aminoramiento de la absorbancia de la solucién resultante.
La reaccidon se llevé a cabo a temperatura ambiente con agitacién utilizando un
mezclador vortex. La absorbancia de la mezcla de reaccion se midié a 517 nm. El
resultado de la capacidad antioxidante total se expres6 como mmol equivalente de
trolox/g de muestra (mol TE/Q).

f. Parael ensayo de FRAP

Se tomo6 como referencia a (Melo et al., 2021; Pulido et al., 2000) con algunas
modificaciones, el reactivo FRAP se prepar6é haciendo un mezcla de 0.3 M tampon
acetado (pH 3,6), 0.1 M TPTZ diluido en &cido clorhidrico 0.4 M y 0.2 M de cloruro
férrico hexahidratado (FeCls . 6H,O) en proporcion de 10:1:1 de cada reactivo. El
reactivo se pipeteo a tubos de ensayo 2.7 ml, a continuacion, se le agrego 90 pl de
muestra y 270 pl de agua destilada, luego se llevé a bafio maria a 30 °C durante 4
minutos, finalmente se pasoé lectura a 593 en un espectrofotémetro (marca: EMCLAB,
modelo: EMC-11-UV, fabricado en Alemania). El potencial antioxidante se determiné
a partir de una curva de calibracion lineal de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO..
7H-0) de 200 a 3800 um de concentracién (y = 0,0006x+0,0853, y R2=0.9949). Todas
las muestras se realizaron por triplicado. Los resultados finales fueron expresados en

pumol Fezt/gm.
g. Contenido de Fenoles Totales (TPC)

Se determind siguiendo los procedimientos de (Fernandez-Romero et al., 2020;
Singleton et al., 1999) con algunas modificaciones. El extracto (0,1 mL) se mezclé con
2,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y a continuacién, se afiadieron 2 mL de solucién
de carbonato de sodio. Los reactivos se mezclaron agitando vigorosamente durante 10
segundos con un voértex. La mezcla se dejo reposar en la oscuridad durante 2 h antes
de medir la absorbancia a 760 nm con un espectrofotobmetro. Se diluyé una curva

estandar de acido galico en metanol al 70 % (10-100 pg/mL) para crear una curva de
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calibracion. El contenido fendlico total se expresa como mg de equivalentes de acido
galico por gramo de muestra (mg GAE/g). Todas las muestras se analizaron por

triplicado.
3.5.4. Identificacion y cuantificacién de tiramina

Se consideré la metodologia adaptada de Ai et al., (2021); Chiacchierini et al.,

(2006) aplicado al chocolate procesado para taza.
a. Tomade muestra

La muestra requerida para el analisis fue chocolate para taza procesado en el
centro de produccién de café y cacao de la Cooperacién Universitaria de la Universidad

Nacional de Jaén considerando la concentracién de cacao al 100, 70, 40 % (Tabla 7).
b. Preparacion de la muestra

Segun el estudio de Llerena et al., (2023) con algunas adaptaciones. Se tomé
1 g chocolate rayado y se coloco en un tubo de ensayo de 15 mL que contenia 5 mL
de HCI 0.1M, se dej6é en un agitador rotator Multi Bio, marca Boeco, modelo RS-24,
por 40 min. La muestra se centrifugé a 5000 RPM por 15 min en una centrifuga
Centurion Scientific modelo Pro-Analytical CR4000R. Se filtr6 el sobrenadante con un
filtro PTFE-2 de 0.22 pym hasta la formacién de una alicuota del extracto para su

posterior derivatizado.

Figura 5

Preparacion de la muestra para derivatizacion

1 g de chocolate 5mL de HCI
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Preparacion de la Mezclar Centrifugado Sobrenadante es
muestra (agitador vortex) (5000 RPM x 15 min) separado y conservado

c. Derivatizacion

El procedimiento sigui6 la metodologia de Ai et al., (2021); Chiacchierini et al.,
(2006) con algunas adaptaciones. Se utiliz6 100 pL del estandar Tiramina grado
analitico 2 98.0 % de pureza en un tubo eppendorf de 2 mL, se diluy6 20 yL NaOH 2M
con 30 pL de solucion saturada de NaHCOs; y 200 uL de cloruro de dansilo a

concentracion de 10 mg/imL, procediendo a la derivatizacion a una temperatura de 60
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°C por 30 min. Pasado el tiempo se dejé enfriar para adicionar 10 uL de NH4OH al 25

% (v/v) para remover le CIHS-CI restante.

Figura 6

Proceso de derivatizacion
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d. Preparacion de la curva estandar de tiramina

Se tomo la referencia de Periche Pérez, (2018) con algunas modificaciones. Se
acondicioné la solucibn madre de 1000 mg/L de tiramina con agua ultrapura,
considerando puntos de calibracién de 4, 10, 25 50 y 100 ppm de tiramina con HCI
0.1M (Anexo 6).

e. Analisis cromatogréfico

Se adapt6é el procedimiento de Ai etal., (2021). Para la identificacion y
cuantificacion de la amina bidgena tiramina, se diluy6 el estandar de Tiramina y
extractos obtenidos de la derivatizacion en un microvial, para el andlisis se utilizd un
cromatégrafo Shimadzu, Modelo DGU 20Asr. Se utiliza como fase movil en estado
isocratico metanol:agua con proporcion de (80:20), para el flujo se consideré 1.32
mL/min, con velocidad de inyeccién de 10 uL, temperatura del horno de 30 °C (CTO-
20AC), la columna C18 presento 4.6x150 mm con 5 ym (CTO-20AC), el detector
fotodiodo a 254 nm (modelo SPD-M30A)

Figura 7

Especificaciones para identificacion y cuantificacion de tiramina en HPLC

Q-
S N\ Parametros
\ - 10 pL Tiramina (298.0%) Columna : [4.6x150 mm con 5 um]
< - 10 uL solucioén derivatizada Temperatura 30 °C
\v Muestra inyectada  : 10 yL
i Flujo :1.32 mL/min
! Fase movil
Eluyente (A) : 0.1 % metanol en agua
Eluyente (B) : 0.1 % &cido férmico en acetonitrilo
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Figura 8
Cromatografo Shimadzu, Modelo DGU 20A3R

3.6. Técnicas de analisis de resultados

Para los datos del perfil sensorial se realizdé un analisis descriptivo cuantitativo
y un analisis de correspondencias simples (ACS) utilizando el software Minitab en su

version 19.

Para los datos de actividad antioxidante, cuantificacion de fenoles totales y
concentracién de tiraminas se analizé previamente el cumplimiento de supuestos
paramétricos de normalidad y homocedasticidad (anexos 9, 10 y 11), para los datos
paramétricos (FRAP y ABTS) se realiz6 un Andlisis de Varianza y posterior test de
Tukey para encontrar entre qué muestras se dan las diferencias significativas, mientras
gue para los datos no paramétricos se aplico el test de Krukal-Wallis y posterior test de
comparaciones de Nemenyi para determinar entre qué muestras se dan las diferencias.
Para todos los andlisis se consideré un nivel de significancia del 5%, utilizando el

sofware RProject en su version 4.4.2
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados
4.1.1. Caracterizacion del perfil sensorial

Considerando que la evaluacién al perfil sensorial se baso en la caracterizacion
por descriptores de calidad a muestras de chocolate para taza a diferentes
concentraciones de cacao. En la figura 9 se denotan los atributos de amargor,
astringencia, sabor dulce e impresion general, las muestras de chocolate con 70% y
100% de cacao han tenido una mayor puntuacion. También se observa que la muestra

con 40% de cacao ha recibido mayor puntuacion en defectos percibidos.

Figura 9
Perfil sensorial de los atributos evaluados en las muestras de chocolate para taza.
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En el grafico bidimensional de correspondencias entre atributos y muestras de
chocolate, de la figura 10; se puede ver que, para la muestra con 100% de cacao los
atributos que la caracterizaron fueron sabor dulce, amargor y astringencia; para 70%
de cacao, los atributos con mayor intensidad percibida fueron sabor floral, sabor a
especias y presentd ligeramente mayor impresion general; la muestra con 40% de

cacao, se caracterizd por tener mayor percepcion de defectos y un sabor a frutas
frescas.

Figura 10

Biplot de correspondencias entre los atributos sensoriales y las muestras de
chocolate para taza
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4.1.2. Capacidad antioxidante

En la tabla 8 se tienen los valores de actividad antioxidante de las muestras de
chocolate. Se puede ver que, para los tres métodos empleados, la muestra de
chocolate con 100 % de cacao, present6 significativamente los mayores valores (ver

analisis en el Anexo 10).

Tabla 8
Valores de actividad antioxidante de las muestras de chocolate, medida por los
métodos ABTS, DPPH y FRAP

Muestra ABTS DPPH FRAP
MmolITEs/g KmolTEs/g umol Fe?*/100 g
CHO - 40 % 96.46° = 2.17 64.35° + 2.27 61.89° + 2.46
CHO -70% 176.37° + 3.71 202.06% + 3.80 126.78° + 2.46
CHO - 100 % 273.36% + 4.02 278.85% + 2.72 213.07% + 5.13

Nota. Los datos representan promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de 5% de significancia

4.1.3. Contenido de fenoles totales

En la tabla 9 se aprecia que, la muestra de chocolate con 100 % de cacao tiene
mayor concentracion de fenoles totales, diferenciandose significativamente de la

muestra con 40 % de chocolate (ver analisis de significancia en el Anexo 11).

Tabla 9

Cuantificacion de fenoles totales de las muestras de chocolate.

TPC
Muestra
mg (GAE)/100 g
CHO - 40 % 19.00° + 0.23
CHO -70 % 19.80%* <+ 0.16
CHO - 100 % 27.328 + 0.07

Nota. Los datos representan promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de 5% de significancia
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4.1.4. lIdentificacion y cuantificacion de tiramina

De la concentracion de tiramina en las muestras de chocolates se muestra en
la tabla 10. La muestra con 100% de cacao tiene mayor concentracion de tiramina,

diferenciandose significativamente de la muestra con 40 % de cacao.

Tabla 10

Cuantificaciéon de tiramina en las muestras de chocolate.

Concentracioén

Muestra Tiempo de retencion Area (mg/L)

CHO - 40 % 582 + 0.02 9,980 + 862 0.37°* + 0.03
CHO - 70 % 6.16 = 0.05 184,366 + 5,323 6.83%* + 0.20
CHO - 100 % 6.12 + 0.00 226,179 + 15,870 8.382 + 0.59

Nota. Los datos representan promedio + desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras, a un nivel de 5% de significancia

En la figura 11, 12 y 13 se aprecia el perfil cromatografico del chocolate para
taza procesado a concentraciones de 40, 70 y 100 % de cacao denotando mayor
concentracion de tiramina en el perfil cromatografico al 100 % de cacao y menor enla
muestra al 40 % de cacao.

Figura 11
Perfil cromatogréafico de presencia de tiramina en muestra de chocolate para taza al

40 % de concentraciéon de cacao.
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Figura 12

Perfil cromatogréafico de presencia de tiramina en muestra de chocolate para taza al

70 % de concentracion de cacao.
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Perfil cromatografico de presencia de tiramina en muestra de chocolate para taza al
100 % de concentracion de cacao.
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4.1.5. Correlacion entre perfil sensorial, actividad antioxidante, fenoles
totales y cuantificacién tiramina de las muestras de chocolate

En la figura 14 se tiene la matriz de correlaciones de los indicadores evaluados
en las muestras de chocolate. Se aprecia una alta correlacién positiva entre los valores
de los tres métodos con los que se evalué la actividad antioxidante y con la
concentracion de fenoles totales. En contraparte, la concentracién de tiraminas esta
correlacionada negativamente con la actividad antioxidante (con los tres métodos) y

con la concentracion de fenoles totales.

Los atributos sensoriales no presentan correlaciones significativas con la
actividad antioxidante ni con la concentracion de tiraminas; pero si se observa que
entre los atributos de acides y olor — aroma existe alta correlacion positiva, lo mismo

para astringencia con amargor y para impresion general con regusto.

Figura 14
Matriz de correlacion entre los atributos sensoriales, actividad antioxidante (tres

métodos), concentracion de fenoles totales y concentracion de tiraminas.
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coeficiente de correlacién es significativo. Color azul representa correlacion positiva y color
rojo indica correlacion negativa.
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4.2. Discusién

Se ha evaluado el chocolate para taza en diversas investigaciones, con
respecto al perfil sensorial Rodriguez-Silva etal., (2023) en Colombia, muestra
caracteres sensoriales de 24 genotipos especiales de cacao en Colombia encontraron
que los atributos sensoriales del chocolate como el sabor y la textura estan
directamente influenciados por el genotipo del cacao y las circunstancias de cultivo lo
que resalta la importancia de seleccionar variedades especificas para obtener perfiles
sensoriales deseados, asimismo en la investigacion realizada por Garcia-Yu, (2021)
en Salamanca - Espafia, analizaron las propiedades sensoriales en la valoracion de la
calidad del chocolate y el efecto del consumo de chocolate con alto porcentaje de
cacao en la salud. Sin embargo, Masis y Orlich, (1982) en Costa Rica, de la
cuantificacion de tiramina resaltaron la necesidad de considerar tanto los compuestos
bioactivos como las propiedades sensoriales en la valoracion de la calidad del
chocolate. Los resultados del informe indican que las muestras de chocolate con
mayores concentraciones de cacao (70 % y 100 %) obtuvieron puntuaciones mas altas
en atributos sensoriales como amargor, astringencia y sabor dulce, mientras que la
muestra con 40 % de cacao presenté una mayor percepcion de defectos y un sabor a
frutas frescas.

Con respecto a la determinacion de la capacidad antioxidante (método ABTS,
DPPH, FRAP) y contenido de fenoles totales Chacon Ortiz et al., (2021) en Perd, del
cacao crudo incorporado en la etapa final del refinado en chocolates oscuros al 70 %
presentd aumento significativo de la capacidad antioxidante y el contenido de
polifenoles totales del chocolate del 10 % sobre el rango normal, asimismo Mufioz
et al., (2022) en Perd, el contenido de antioxidantes se ven afectados por el tipo de
azucar empleado en la formulacion de chocolate oscuro elaborado con cacao criollo
nativo al 70%. Ademas, Alzate et al., (2017) en Peru, indican que las temperaturas
mas bajas ayudan a preservar los polifenoles y, por ende, la capacidad antioxidante
del producto final. Los resultados del informe muestran una marcada relacion entre el
porcentaje de cacao en el chocolate y su actividad antioxidante obtenida mediante los
métodos ABTS, DPPH y FRAP. Se observa que a mayor concentracion de cacao la
valoracion de actividad antioxidante aumenta significativamente; para el caso el
chocolate con 100 % de cacao presenta los valores mas altos en los tres métodos
(ABTS: 273.36 umolTE/g, DPPH: 278.85 umolTE/g, FRAP: 213.07 umol Fe?*/100 g),
mientras que el chocolate con 40 % de cacao muestra los valores mas bajos. La
variabilidad en los datos entre los métodos sugiere que cada uno identifica un

mecanismo de accion antioxidante, lo que resalta la importancia de utilizar maltiples
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pruebas para evaluar la actividad antioxidante de un alimento. Ademas, las diferencias
significativas entre las muestras indican que la concentracién de cacao es un factor
determinante en la capacidad antioxidante del chocolate. Similar resultado se observé
para el contenido de fenoles totales, donde la muestra de chocolate con 100% de

cacao presentd una concentracion de 27.32 mg (GAE)/100g.

Respecto a la identificacion y cuantificacion de tiramina en muestras de
chocolate para taza Mejia-Reyes et al., (2018) en México, el proceso fermentativo del
grano de cacao influye en la acumulacion de compuestos como la tiramina, ademas
Masis y Orlich, (1982) en Costa Rica identificaron la presencia de tiramina en diversos
alimentos destacando que su metabolismo puede verse alterado por factores como la
administracién de inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQO). Asimismo Dala-Paula
et al., (2023) en Brasil, hallaron Tiramina en muestras de chocolate negro en valor de
0.7 pg/g, sucedaneos de chocolate de (0.3 pg/g), cacao en polvo azucarado fue 0.6
pg/g. Los resultados de la investigacion indican una correlacién positiva entre el
contenido de cacao en el chocolate y la concentracion de tiramina. La muestra con 100
% de cacao presento la mayor concentracion de tiramina (8.38 mg/L), seguida por la
de 70 % (6.83 mg/L), mientras que la de 40 % mostrd una cantidad significativamente
menor (0.37 mg/L). Estos valores sugieren que la cantidad de tiramina en el chocolate
esta directamente influenciada por el porcentaje de cacao en su composicion.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

La caracterizo el perfil sensorial de las tres concentraciones de cacao en
chocolate a través de una ficha de evaluacién sensorial, revelando que los chocolates
con mayor contenido de cacao (70 % y 100 %) fueron mejor valorados en atributos de
amargor, astringencia y sabor dulce, con respecto a la muestra de 40 % de cacao

presentd una mayor percepcion de defectos sensoriales.

Se observo una relacién positiva y proporcional entre la concentracion de cacao
y la actividad antioxidante mediante los ensayos ABTS, DPPH y FRAP. La muestra
con 100 % de cacao presento los valores méas altos en estos indicadores variando
entre 213.07 y 278.85 umol Trolox/g muestra. Asimismo, la concentracion de fenoles
totales siguid el mismo patrén, denotando mayor presencia en el chocolate al 100 %
de cacao (27.32 mg acido galico/100 g muestra) en relacion a la muestra al 40 % de
cacao (19.00 mg &cido géalico/100 g muestra)

Se identificé y cuantificé la presencia de tiramina en el chocolate para taza,
estando directamente relacionada con el contenido de cacao. La muestra con 100 %
de cacao presentd la mayor concentracion de tiramina (8.38 mg/L), mientras que la de

40 % mostrd la menor cantidad (0.37 mg/L).

Se encontré una correlacién positiva entre la capacidad antioxidante y la
concentracion de fenoles totales. Por otro lado, la concentracion de tiramina mostré

una correlacién negativa con la actividad antioxidante y el contenido de fenoles.
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5.2. Recomendaciones
Consideraciones para la industria y salud publica

La industria alimentaria debe considerar que la tiramina puede representar un
riesgo para ciertos consumidores, especialmente aquellos que toman inhibidores de la
monoaminooxidasa (IMAO), se recomienda que los chocolates con alto contenido de
cacao incluyan advertencias sobre su consumo. Asimismo, la industria del chocolate
podria explorar estrategias de procesamiento para reducir la acumulacion de tiramina

sin afectar la calidad sensorial ni los beneficios antioxidantes del producto.

A los investigadores orientados al estudio del chocolate, se debe enfocar
identificar el impacto de diferentes condiciones de fermentacién y procesamiento del
cacao en la acumulacion de tiramina. Ademas, seria relevante analizar la
biodisponibilidad de los compuestos fendlicos y su efecto en la salud del consumidor,
especialmente en chocolates con alto porcentaje de cacao.
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Constancia de variedad de cacao forastero
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o ASOCIACION DE PRODUCTORES AGROEMPRENDEDORES DEL VALLE DE
BELLAVISTA
: APAVAB

CONSTANCIA

El Coordinador del PNT “Mejoramiento de los Niveles de Produccién,
Productividad y Calidad del Cultivo de Cacao Nativo de la Asociacién de
Productores Agroemprendedores del Valle de Bellavista” y el Presidente de la
indicada Organizacién, hacen CONSTAR, que:

La muestra de cacao adquirida por la interesada, M. Sc. Ing. Eliana Milagros
Cabrejos Barrios, es de cacao nativo, tipo Amazénico o Forastero; se le expide

la presente, a solicitud de la Interesada, para los fines que estime por
conveniente.

Bellavista, 05 de junio del 2023.

Jh %nkéd : in S
—_—— Y e
COORDINADOR PNT ———
CIP 33497

Ruc N* 20606310693 Tel. 945878478 941945158
Domicilio: Calle Pardo Miguel N° 241, Distrito de Bellavista, Provincia de Jaén, Departamento
de Cajamarca
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Anexo 2
Constancia de capacitacion para personal catador

SERVICIOS AL
EXPORTADOR

‘ pl‘()))_l, ;
peru capacitacion

CONSTANCIA 1

La Comisién de Promocién del Per para La Exportacién y el Turismo — PROMPERU, otorga la presente constancia a

Alcsdes LR que \Jer\'\'urq

Por su participacién y aprobacion en el “Programa de Capacitacién en Cata de Cacao y Chocolate”, con una duracion de 70 hores
12 de julio al 08 de agosto en la ciudad de Bagua Chica, Amagonas.

tedricas y 300 hrs. deprdactica, realizgado del

ekl 1

RICARDO LIMO DEL LLO
Amagonas, 2017. SUBDIRECTOR DE DESAROLLO EXPORTACOR
PROMPERU

i} COBIERNO RECIONAL ; Dir. .

AMAZONAS : cetur

! - | Ministerio Ruta
ERU | de Comercio Exterior Productiva
y Turismo Exportadora

El Ministerio de Comercio Extertior y Turismo, en el marco de la Ruta
Productiva Exportadora otorga Certificado de Participacion a:

David Jismenez Vera

Por haber participado en el “CURSO DE CATACION DE CACAO Y
CHOCOLATE - AMAZONAS", desarrollado en el laboratorio de
APROCAM de |la provincia de Bagua Amazonas los dias 06, 07, 08
y 09 de diciembre del 2023, con un total de 32 horas lectivas.

V4 -
: / o ~ : 4
AT e > / N
NN AL FE S )
=i > ” e 7 —— S
glblé LENIN SERVAN POQUIOMA ROSAURA LAURA VIEA
Catadora Acreditada

T4 > AWB€tor Bégional de Comercio Exterior y
v / Turismo

EXPORTADOR

capacitacion

CONSTANCIA

Lo Comisién de Promocidn del Pert para La Exportacion y el Turismo - PROMPERU, otorga Lo presente constancio o

r <
Nestor  JimEnez Garcia

Por su participacién y oprobacién en el ogr de én en Cata de Cacao y Chocolate”, con una duracion de 70 horas
tedricas y 300 hrs. deprdctica. reclizado del 12 de jutio ol 08 de agosto en Lo ciudad de Bagua Chica, Amagonas.

Gy K\,\ 8GR
LIMO DEL
SUBOMECTOR OF DESAROLLO EXPORATADOR

PROMPERU

Amagonas, 2017
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Ficha de evaluacién sensorial
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ANEXO 04

FICHA DE EVALUACION SENSORIAL DE UCOR DE CACAO

ANALISIS SENSORIAL DE LICOR DE CACAO
Juer: Fecha: Codigo de muestra:
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Aroms Uiy s 18 i i [ B
Acides .:::—_?’:.n_ | Xi-
A :;—_:__.Tzs—;. v o
Astringencia :::?_ X1=
oy | S 5
Dakser .@
Fratas secas ?
e —
Frutas frescas| 5 o
Nuez 7.:: :::‘:‘.:E-‘ o 1
I B e 1t
pyen |
i '—:_:—_n..—..:m |
Regwlo E"—:———?:_A! ‘ X3~
Defectos 7:::‘2 | X2=
Comentarios: Impresién|
peral
Pustaje total |




Anexo 4

Andlisis Sensorial

Tabla 11

Resultados del analisis sensorial de las muestras, por cada atributo evaluado

1) %]
g = 'g o o o g - & o
N S8 55 § 8L 8T Qg 8
Catador Repeticion ~ Muestras < 2 E 283 8 g 22 2 ;’.), £
5 T 25 68 25 v s S xa
O < & :/_) n
Catador 1 1 CHO-100% 8 8 8 7 6 8 5 3 3 3 3 5 2
Catador 1 2 CHO-100% 9 9 7 7 3 7 3 3 4 5 4 4 2
Catador 1 3 CHO-100%00 9 8 7 7 4 8 4 4 4 3 3 4 2
Catador 2 1 CHO-100% 6 4 6 5 6 4 5 5 6 3 0 4 8
Catador 2 2 CHO-100%0 6 6 6 6 7 4 5 4 7 3 1 4 7
Catador 2 3 CHO-100% 4 5 5 7 6 4 4 3 5 3 0 3 6
Catador 3 1 CHO-100% 5 7 6 7 5 6 6 6 8 7 6 6 5
Catador 3 2 CHO-100%0 6 7 7 5 8 4 4 5 4 2 2 6 7
Catador 3 3 CHO-100% 6 5 6 5 7 6 5 3 4 4 4 6 6
Catador 1 1 CHO-70% 9 8 7 7 4 8 4 3 4 7 6 5 2
Catador 1 2 CHO-70% 9 8 8 7 4 7 6 6 4 7 7 4 2
Catador 1 3 CHO-70% 9 8 8 7 4 8 5 4 4 7 6 4 2
Catador 2 1 CHO-70% 7 6 S5 6 7 4 5 3 6 4 2 4 6
Catador 2 2 CHO-70% 6 5 5 5 6 5 4 4 6 5 0 4 6
Catador 2 3 CHO-70% 6 5 7 7 6 3 3 4 7 3 0 4 6
Catador 3 1 CHO-70% 5 7 5 5 8 4 5 5 4 6 4 5 5
Catador 3 2 CHO-70% 6 7 6 5 6 3 4 5 5 4 4 6 7
Catador 3 3 CHO-70% 5 5 4 3 6 5 4 5 5 4 4 5 6
Catador 1 1 CHO-40% 8 8 3 4 8 4 2 7 3 5 6 3 4
Catador 1 2 CHO-40% 8 8 4 4 4 4 4 2 3 3 4 2 2
Catador 1 3 CHO-40% 8 8 4 3 3 4 4 3 4 4 3 3 4
Catador 2 1 CHO-40% 5 5 5 5 6 2 5 2 7 3 0 4 8
Catador 2 2 CHO-40% 5 8 7 8 6 3 3 3 5 2 0 3 6
Catador 2 3 CHO-40% 7 4 5 5 6 5 6 4 6 3 0 4 5
Catador 3 1 CHO-40% 8 5 7 7 7 4 4 7 7 6 4 5 7
Catador 3 2 CHO-40% 7 9 8 8 8 6 7 7 6 7 6 7 8
Catador 3 3 CHO-40% 5 6 5 5 5 5 6 6 6 5 5 6 5

N NNAE AN DA NN O N ®O N0 A O 0o o mpresidn general
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Anexo 5

Capacidad antioxidante

Tabla 12
Capacidad antioxidante en chocolate para taza a 100, 70 y 40 % de

concentracion de cacao

Ensayo de transferencia de electrones

Tratamiento Muestra

ABTS DPPH FRAP
(umolTE/g f.w) (umolTE/g f.w) (umol Fez*/100 g)

CHO-100%-R1 269,025 275,830 208,060

T1 CHO-100%-R2 274,079 279,610 218,306
CHO-100%-R3 276,968 281,120 212,842
CHO-70%-R1 177,329 205,590 124,730

T2 CHO-70%-R2 179,495 202,570 129,510
CHO-70%-R3 172,274 198,040 126,090
CHO-40%-R1 94,296 62,080 59,836

T3 CHO-40%-R2 96,462 64,350 61,202
CHO-40%-R3 98,628 66,620 64,617

Nota: ABTS (Acido 2,2'- azino-bis-(3-etiltiazolina- bencenosulfénico-6), DPPH (2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo), FRAP (capacidad de reduccion del hierro)
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Tabla 13
Fenoles totales en chocolate para taza a 100, 70 y 40 % de concentracion
de cacao
Método de fenoles totales
Tratamiento Muestra TPC
((GAE)/100 g)
CHO-100%-R1 27,260
T1 CHO-100%-R2 27,300
CHO-100%-R3 27,400
CHO-70%-R1 19,650
T2 CHO-70%-R2 19,760
CHO-70%-R3 19,970
CHO-40%-R1 18,890
T3 CHO-40%-R2 18,850
CHO-40%-R3 19,260

Nota: TPC (Determinacion de Fenoles Totales)



65

Anexo 6

Calibracion de la curva de Tiramina

Tabla 14

Resultados de la calibraciéon de tiramina

Ensavos Nivel Tiempo de Area Concentracién Concentracién Exactitud
y retencion (mg/L) estandar [%0]
STD-
TYRAMINA-01 1 6.354 96377 3.57 4 89.3
STD-
TYRAMINA-02 2 6.371 243764 9.03 10 90.3
STD-
TYRAMINA-03 3 6.24 394838 14.626 25 58.5
STD-
TYRAMINA-04 4 6.308 1330260 49.278 50 98.6
STD-
TYRAMINA-05 5 6.313 2782355 103.069 100 103.1
Figura 16

Ajuste lineal de los resultados de calibracion de tiramina

Area

QTSDDDD—f -
zsununu_é Area = 26995.1*Concentracion

ESDDDD_E R?=0.9884
znnnnnné

1750000

1500000

1250000%
1000000%
?snnnné
sununué

2500004

0 —-—— 1T

0 10 20 20 40 =0 B0 70 80 a0 Conc

Nota. R? : coeficiente de determinacién, mientras mas cerca de 1, indica un buen ajuste del
modelo lineal



Anexo 7

Resultados de cuantificacion de Tiramina

Tabla 15

Resultados de cuantificacion de tiramina, por cromatografia liquida de alta

precision
Muestra Repeticion tftrgﬁgédne Area Con(cr(re]r;]';[a;cién
CHO - 100% 1 6.12 210,183 7.786
CHO - 100% 2 6.115 241,919 8.962
CHO - 100% 3 6.118 226,435 8.388
CHO - 100% 4 6.137 226,930 8.406
CHO - 100% 5 6.137 238,319 8.828
CHO - 70% 1 6.216 178,364 6.607
CHO - 70% 2 6.145 188,515 6.983
CHO - 70% 3 6.116 186,220 6.898
CHO - 70% 4 6.101 176,790 6.549
CHO - 40% 1 5.827 10,643 0.394
CHO - 40% 2 5.795 9,006 0.334
CHO - 40% 3 5.84 10,292 0.381
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Anexo 8
Galeria fotogréfica del proceso de capacidad antioxidante

Figura 17
Proceso de andlisis para capacidad antioxidante

Nota. Proceso para determinar la capacidad antioxidante por ensayo DPPH, ABTS y FRAP
(a) (b) (c) obtencidn de polvo desgrasado de cacao a 100, 70 y 40 %, (d), (e), (f) ensayo
DPPH, (g) resultado de ensayo por ABTS, (h) resultado por ensayo FRAP, (i) determinacion
de fenoles totales.



Anexo 9

68

Resumen de la validacion de supuestos de normalidad y homocedasticidad, para

elegir la metodologia estadistica a usar.

Tabla 16

Resumen de la validaciéon de supuestos de normalidad y homocedasticidad, para

elegir la metodologia estadistica a usar.

Variables
Validacion Capacidad Capacidad Capacidad Contenido de  Cuantificacion
antioxidante antioxidante antioxidante fenoles de tiraminas
(ABTS) (DPPH) (FRAP)
Normalidad
Test Shapiro Wilk ~ Shapiro Wilk ~ Shapiro Wilk  Shapiro Wilk  Shapiro Wilk
P-valor 0.0652 0.033 0.0721 0.0012 0.0098
Decision Si hay No hay Si hay No hay No hay
normalidad normalidad normalidad normalidad normalidad
Homocedasticidad
T Test de Test de Test de Test de Test de
est
Levene Levene Levene Levene Levene
P-valor 0.7843 0.7996 0.5446 0.7182 0.1724
Si hay Si hay Si hay Si hay Si hay
Decision homocedastici homocedastici homocedastici homocedastici homocedastici
dad dad dad dad dad
Eleccion de
metodologia
Kruskal Walllis Kruskal Walllis Kruskal Wallis
y y y
o . ANOVAy Comparacion ANOVAYy Comparacion Comparacion
Técnica estadistica  Tukey Tukey
(paramétricas) es de (paramétricas) es de es de
Nemenyi (No Nemenyi (No  Nemenyi (No
paramétricas) paramétricas) paramétricas)
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Anexo 10
Prueba de supuestos de normalidad y homocedasticidad para los datos actividad

antioxidante

Figura 18
Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para

los datos de actividad antioxidante obtenidos por el método FRAP

Prueba de Normalidad

0.051
Shapiro-Wilk normality test
0,041 — [W = 0.85 p-value = 0.0721
0.039
- | _
0.021
0.011
_'_'_'_'__'_'_'_,_—l-'_"_'-— T
-_\_'_‘——\_
0,00
LII 50 ILIILI IEILI :’LIILI :’!ILI

FRAP (pmol Fe*+/100 g)
Prueba de Homocedasticidad

2001 Levene's Test for Homogeneity of Variance

[F = 0.67 p-value = 0.5446

o
=

pmal Fe*+100 g

=1
=

CHO - 100% CHO - 40% CHO - 70%
MUESTRAS

Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que
los datos tienen distribucion normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a
0.05 indica que las varianzas de las muestras son iguales.



Figura 19

70

Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para
los datos de actividad antioxidante obtenidos por el método ABTS

Prueba de Normalidad

0.04 7

0.03

%
o
=
2

0.01 4

0.00

Shapiro-Wilk normality test
[W = 0.84 p-value = 0.0652)
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o
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L
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Levene's Test for Homogeneity of Variance

[F = 0.25 p-value = 0.7843]

CHO - 100%

CHO - 40%
MUESTRAS

CHO - 70%

Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que los

datos tienen distribucién normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 0.05
indica que las varianzas de las muestras son iguales.
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Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para
los datos de actividad antioxidante obtenidos por el método DPPH

Prueba de Normalidad

0.04

0.034

0.01 A

0.00

Shapiro-Wilk normality test
[W = 0.82 p-value = 0.0330 |
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Levene's Test for Homogeneity of Variance

[F = 0.23 p-value = 0.7996 |

CHO - 100%

CHO - 40%

CHO - T0%
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Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que los

datos tienen distribucion normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 0.05 indica
gue las varianzas de las muestras son iguales.
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Anexo 11
Prueba de supuestos de normalidad y homocedasticidad para los datos de

cuantificacion de Fenoles Totales
Figura 21
Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para

los datos de cuantificacion de Fenoles Totales

Prueba de Normalidad

1.001
Shapiro-Wilk normality test
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Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que los
datos tienen distribucién normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 0.05 indica

gue las varianzas de las muestras son iguales.

CHO - 100%
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Anexo 12

Prueba de supuestos de normalidad y homocedasticidad para los datos de
cuantificacién de Tiraminas

Figura 22

Prueba de cumplimiento de supuestos de normalidad y homocedasticidad para
los datos de concentracion de Tiraminas

Prueba de Normalidad

=
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Nota. En el test de normalidad, un p-valor superior a 0.05 (5% de significancia) indica que los

datos tienen distribucién normal, en el test de homocedasticidad, un p-valor superior a 0.05 indica
gue las varianzas de las muestras son iguales.
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Anexo 13
Andlisis de diferencias significativas entre los datos actividad antioxidante de las

muestras de chocolate

Figura 23
Andlisis de Varianza y Test de Tukey para los datos de actividad antioxidante

obtenidas por el método FRAP

= summary(anovaFRAR)

Of Sum 5g Mean Sq F wvalue Pr(=F)
MUESTRAS 2 4514 17257 13243 0. 000000011 ===
Reziduals G i 13
Signif. codes: 0 #===' 0,001 *==' Q.01 *=' Q.05 ‘."' 0.1 % ' 1

= tukeyTest{UMOL ~ MUESTRAS,dataANTIOXIDANTE_FRAP)

CHO - 100% CHO - 40%
CHO - 40% 0.0000000025 -
CHO - 70% 0.0000004063 0O.0000013977

Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de
significancia.

Figura 24
Analisis de Varianza y Test de Tukey para los datos de actividad antioxidante
obtenidas por el método ABTS

= anovaFRAP = aow(UMOL -~ MUESTRAS,datasNTIOXIDANTE_ABTS)
> summary(anovaFRAP)

Of Sum 5q Mean 5q F wvalue Pri=F)
MIUESTRAS 2 47034 23542 2022 0.00000000316 ===
Residuals & 59 1z
Signif. codes: O “===' 0,001 “==' Q0,01 *=' Q0.0% *." 0.1 ¢ " 1

= tukeyTest({UMOL ~ MUESTRAS,dataANTIOXIDANTE_ABTS)

CHO - 100% CHO - 40%
CHZ - 40% 0.000000000031 -
CHO - 70% 0.000000148195 0.000000458175

Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de
significancia.
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Figura 25
Test de Kruskal-Wallis y comparaciones de Nemenyi para los datos de

actividad antioxidante obtenidas por el método DPPH

= dataDPPH %x% select(MUESTRAS,UMOL) Sex%
+ kruskal_test{(UMOL ~ MUESTRAS) %% as.data.frame()

.. n statistic df p method
1 umoL 9 7.2 2 0.0273 Kruskal-wallis
=
= kwdA1TPalrsMemenyiTest (UMOL ~ MUESTRAS, dataDPPH)

CHO - 100% CHO - 40%
CHZ - 40% 0.02 -
CHO - 70 O.37 0.37

Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de
significancia.
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Anexo 14
Andlisis de diferencias significativas entre las cantidades de Fenoles totales de las

muestras de chocolate

Figura 26
Test de Kruskal-Wallis y comparaciones de Nemenyi para las cantidades de

Fenoles totales de las muestras de chocolate

= dataFEMOLEL: =% celect{(MUESTHAS,UMOL) %%
= kruskal_test{UMOL ~ MUESTRAS) %% as.data.frame()

.. n statistic df p method
1 UMoL 9 7.2 2 0.0273 Kruskal-wallis
=
= kwalTPairsMNemenyiTest (UMOL ~ MUESTRAS,dataFENOLES)

CHO - 100% CHO - 40%
CHO - 40% 0.02 -
CHO - 7O% 0.37 0.37

Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de
significancia.
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Anexo 15
Andlisis de diferencias significativas entre las concentraciones de Tiramina de las

muestras de chocolate

Figura 27
Test de Kruskal-Wallis y comparaciones de Nemenyi las concentraciones de

Tiramina de las muestras de chocolate

dataTIRAMIMAS _Concentracion %=%
kruskal_test{Concentracion -~ Muestra) =%
as.data.frame()
.. n statistic df p method

Concentracion 9 7.2 20,0273 KEruskal-wallis

W

kwaA1TPai rsMNemenyiTest (Concentracion ~ Muestra,
dataTIRAMIMAS Concentracion)

CHO - 100% CHO - 40%
CHO - 40% 0.02 -
CHO - 70% 0.37 0.37

Nota. En ambos test, un p valor < 0.05 indica diferencias significativas, al 5% de
significancia.
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